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© Biosensor. 

© Ein Biosensor mit einem selektlyen Erkennungssystem aus einem Polymer und einer biochemischen 
Substanz. insbesondere ein Enzym. ist gekennzeichnet durch ein in folgender Welse erzeugtes Erkennungssyr 



stem 
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- Ein olefinlsch ungesfiittigter, epoxyfunktioneller Polyether wird In Form einer Schlcht auf ein TrSgemiaterial 
aufgebracht, 

- der Polyether wird durch energierelche Strahlung zu einer weitmaschigen epoxyfunktionellen Polymerma- 
trix vernetzt, 

- die Schicht wird mit einer waflrlgen LSsung der biochemischen Substanz behandelt, wobei die biochemi- 
sche Substanz durch Reaktion mit Epoxidgruppen in der Polymermatrix immobilisiert wird, 

- die Schicht wird durch Reaktion von nicht umgesetzten Epoxidgruppen mit einer amino- und/oder 
carboxytgruppenhaltigen Verbindung stabilisiert. 
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- Adsorption an TrageroberflSchen 

- ionische Bindung an Tr§geroberfl3chen 
30 - kovalente Bindung an TrSgeroberfiachen 

- Absorption in Polymerschichten 

- Einschlue in einem Polymernetzwerlc (MatrixeinhQIiung. Milaoverkapselung) 

- EinschluB durch UmhUllung mit einer Membran (Mal<roverkapselung) 

- Quervernetzung bzw. Copolymerisation mit di- Oder poiyfunktionellen Monomeren. 

.5 VWe r de umfangreichen Literatur uber die Immobilisierung von Enzymen hen/orgeht haben 
alle Ise MeS^drNachteile. die sie fOr eine industrielle Sensorfertigung wenig attralctiv f ^s<=;e.nen lassen 
S h?d" u S« w: Hartmeier. "Immot^lisierte BioKa^'y-to-". ^^^^^^ S^^^" 
berg 1986. Seiten 23 bis 51, sowie J. Woodward. "ImmobiLsed ceils and enzymes . IRL Press. Oxford. 

. "'"sXben rAd'S'X'u nriie ionische Bindung von Enzymen an Ober«.chen rela«v ins^bite 

. nylchiorid verwendet (siehe beispie.weise^ 'f^^^i^'s^^^^ Z uS^'-^Sl^ ^ 

"srstererbar«^^^^^ - ™""^' ^""^ 

""'S srare":e?^^^^^^ wenn die Enzyme Kova-ent an ^ne -.gero^^^^^^^^^^^^ 
.«b!^rn Ter QuerverneLng bzw. Copolymerisation unlSslich gemacht oder durch M.kro- oder Makro- 

clZU dar Enzvme freie Amino-, Carboxyl. Hydroxyl- und Mercaptogruppen zur VerfOgung. Als Tragerma 
Snnefsroh^^^^^^ MateLien. wie Glas. ais auch naturliche und synthetische organ.sche 

pTllere ™nde werden. Voraussetzung ist dabei. dae die TrSgermaterialien ^eakt-ve Grupp" 
SnartsXcyanat, SSurechiorid- und Epoxidgruppen. enthalten. Weniger reakt.ve Gruppen lassen 
sSerrSelsweise Carboxy.gruppen durch das Carbodiimid- oder ^^^^^f'^J^^;^^^ 
du ch die Bromcyanmethode und Aminogruppen durch das Isothiocyana^ °<l«^.^°r^2isate 
Sem auf der Basis v«n Acryl- und MethacrylsSurederivaten gelang es. zahlreiche reaktive Copolymensate 
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mit Dinitrofluorphenyl-, Isothiocyanat, Oxiran- Oder Saureanhydridgruppen herzustellen. Kommerziell erhalt- 
lich sind beispielsweise Polyacrylamide mit Oxirangruppen sowie modifizierte Copolymerisate auf der Basis 
von Vinylacetat und Divinylethylenharnstoff mit Oxirangruppen, 

Die Immobilisierung durch Quervernetzung bzw. durch Copolymerisation stellen Sonderformen der 

5 kovalenten Bindung dar. Bei diesen Methoden erfolgt die Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen den 
Enzymmolekulen und di- oder polyfunktionellen Monomeren. wie Glutardialdehyd. bei der Copolymerisation 
zusatzlich zwischen den EnzymmolekOlen und einer polymerisierenden Substanz. Auf diese Weise entste- 
hen hochmolekulare unl5sliche Aggregate. Die Quervernetzung wird als Immobilisierungsmethode im 
allgemeinen in Kombination mit einer der anderen Methoden angewendet, beispielsweise in Kombination 

10 mit der Adsorption oder der Absorption. Hierbei werden die Enzymmolekule zunachst an der Oberflache 
des Tragers adsorbiert oder in einer darauf befindlichen Schicht absorbiert und anschlieBend miteinander 
vernetzt. 

Ein wesentlicher Nachteil der Immobilisierung durch kovalente Bindung ist die damit verbundene starke 
Belastung der Biokatalysatoren. Die erforderlichen, zum Tell rauhen Immobilisierungsprozeduren, bei denen 

;5 ein starker Wechsel des pH-Wertes auftritt. organische Losungsmittel verwendet werden mCissen oder 
Umsetzungen mit niedermolekularen reaktiven Substanzen erfolgen, fUhren namlich fast immer zu starken 
Konformationsanderungen und damit zu Aktivitatsverlusten derart gebundener Enzyme. 

Bei der Immobilisierung durch EinschluO, d.h. MIkro- oder Makroverkapselung, werden nicht die 
Enzyme selbst unlosltch gemacht, sondern ihr Reaktionsbereich wird durch semipermeable Polymere bzw. 

20 Polymerschichten begrenzt. Voraussetzung fUr die FunktionstUchtigkeit der in dieser Weise eingehOIIten 
Enzyme Ist, daB Substrate und Produkte die Hullsubstanz passieren konnen, wahrend die Enzyme selbst 
zuruckgehalten werden mussen. FUr die MatrixeinhGllung werden neben naturlichen Polymeren, wie Alginat, 
Carrageenan, Pektin. Agar und Gelatine, die allerdings fUr eine dauerhafte Immobilisierung von Enzymen zu 
• grobmaschig sind, insbesondere synthetische Polymere, wie Polyacrylamid, verwendet. Zur Verkapselung 

25 dienen beispielsweise Polyamide, Polyurethane. Polyester und Polyharnstoffe. Die Einschlufimethode hat 
den Nachteil, dafl relativ dicke Schichten mit langen Sensoransprechzeiten entstehen. 

Bei den beschriebenen Methoden wird die Immobilisierung der Enzyme in den moisten Fallen von 
Hand durchgefUhrt, was relativ langsam, teuer und wenig reproduzierbar ist und der Integration in modems 
Fertlgungsprozesse entgegensteht. Hinsichtlich der Vorteile, die Enzymsensoren auf FET-Basis (ENFET's) 

30 bieten konnten. sind deshalb in den letzten Jahren Versuche unternommen worden, die Enzymimmobilisie- 
rung in die Planartechnik bei der Fertigung von integrierten Schaltungen einzubauen. So ist beispielsweise 
die Herstellung und direkte Photostrukturierung enzymhaitiger photovernetzbarer Schichten auf Polyvinylal- 
koholbasis beschrieben ("Proc. 3rd Int. Conf. Solid State Sensors and Actuators (Transducers '85)", June 
11-14, 1985, Seiten 148 bis 151). FOr den genannten Zweck ist es auch bekannt, photosensitives 

35 Polyvinylpyrrolidon zu venwenden ("IEEE Trans. Electron Devices", Vol. ED-36 (1989), Seiten 1303 bis 
1310). Nach dieser Methode konnen auf Wafern Strukturen erzeugt werden, die exakt die Gates der FET's 
abdecken. Die Methode hat allerdings den groBen Nachteil. dafl die Enzyme bei der UV-Bestrahlung 
. zumlndest partiell inaktiviert werden. 

Es ist ferner bekannt. die Enzyminaktivierung durch UV-Strahlung zu nutzen, indem zuerst eine 

40 enzymhaltige Schicht aus Acetylcellulose hergestellt, in dieser Schicht das Enzym mit Glutardlaldehyd 
quervernetzt und danach durch eine Maske so bestrahit wird, daB die Gateabdeckungen abgeschattet 
werden und damit aktiv blelben, wahrend die restlichen FIMchen inaktiviert werden ("Chemical Economy & 
Engineering Review". Vol. 17 (1985), No. 7-8, Seiten 22 bis 27). Die inaktivierte Schicht verbleibt dabei auf 
dem Sensor, was sich ais Nachteil fiir die weitere fUr den Einsatz erforderliche Isolierung und Verpackung 

45 des Sensors erweist. 

Beschrieben ist auch die Lift-off-Technik ("Sensors and Actuators". Vol. 13 (1988), Seiten 165 bis 172). 
Bei dieser Methode wird ein Photoresist so strukturlert. daB nur die Gate-OberflSchen frei bleiben. Darauf 
wird dann das Enzym zusammen mit Glutardialdehyd aufgebracht und quervernetzt; der Photolack wird mit 
Hilfe der Lift-off-Technik mit Aceton und Ultraschall entfernt. Dabei lafit sich ebenfalls eine zumindest 
50 teilweise Denaturierung des Enzyms nicht vermeiden. 

Aufgabe der Erfindung ist es, einen Biosensor mit einem selektiven Erkennungssystem (aus einem 
Polymer und einer blochemischen Substanz) anzugeben, das technisch einfach, rationell und kostengOnstig 
erzeugt werden kann. wobei das Herstelfungsverfahren In moderne Fertigungsverfahren integrierbar sein soli 
und in reproduzierbarer Weise funktionsstabile, gegebenenfalls auch miniaturisierte und integrierte Erken- 
55 nungssysteme gleichbleibender QualitSt und hoher Lebensdauer liefert. 

Dies wird erfindungsgemaB dadurch erreicht, daB ein olefinisch ungesattigter. epoxyfunktloneller Poly- 
ether in Form einer Schicht auf ein Tragermaterial aufgebracht wird, dafi der Polyether durch energiereiche 
Strahlung zu einer weitmaschigen epoxyfunktionellen Polymermatrix vernetzt wird. daB die Schicht mit einer 
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..arigenL5sungder.oc.e.ischenS„.^^^^^^ 

Schichten aus strahienvernetzten epoxylunW onellen Po yethe n. J» epoxyfunktionelle 

Polyether einzudringen vermSgen und ^''=^^^^°p^.2af,yeiz^e^ verankert werden konnen. Diese 
,0 milden Bedingungen in der Polymermatnx d.h J'J^'^^X^g Sukluri^^^^ 

Tatsache ist vollig neu. und sie eroffnet d,e '^'^^^^^^^ZMren und damit eine SchSdi- 
Schichten vor der Immobilisierung "^J^" ^^^^^^^^ 

net::n:rn7r:a"=^^^ — ^ 

" ^'"oie Erzeugung des Erkennungssystems des erfindungsge.8Ben Biosensors beinhanet in, allgemeinen 
folgende Schritte: 

I.Schichtpraparation Mischunq derartiger Polyether wird, 

Ein strahlenvernelzbarer. und/oder 
gegebenenfalls in Kombination -'^'^n ^^^^^^ 

weiteren ZusaUstoffen, in der gewOnschten SchicMdicke aur e, « , ,,^^1 ^,,,,11 Tauchen, 

Anwendungsfall und Tragermaterial kann d.es ^^J'2.^''^LTm Z rec^^ Ublichan Prozee 
Spin-Coating. Roller-Coating. Curta.n-Ccat.ng ^aer^O^ 
eSolgen. wobei die Vorbehandlung der ^'^S^^^^^^JJ^^J.^^^,"; tasemittels Oder eines 

« Die Schichtdicke kann f n,u3 in iedem Fall von 
Sr=S"derw«S^^^^ durcH Trocknen Oder Entgasen e.o,gen 

kann. 

2. Vemetzung der Schicht eneraiereiche Strahlung. insbesondere 

30 Die vemetzung der Schicht. d.h. des P^'V^'^^^' !;23S ungesSttigten. radika- 

durch UV-. Elektronen- und ,-Strahlen. Dabe. ^^Z'^^^";^^^^^^^^ ^uantitativ erhaften bleiben. 

llsch polymerisierbaren Gruppen ™9«^«'^*^^"'lj';,3^^^^^^^^^ Oder 
rarngrnrSruTd =oCS HrsS:. un^metzten Bereiche kann die 
35 ' Schicht auch strukturiert werden. 

aJmmobinslerungderbiochern^^^^^ biochemischen Substanz 

Beim Kontaktieren der vernetzten Schicht mit e ner wd y y Reaktion mit den Epoxidgrup- 

wandert diese Substanz in die ^o'V-^f ^^^^^^^^^^ MascLweite - 

pen kovalent gebunden. Voraussetzung fOr en ^rozefl .^^ r^^^^^^^^ Immobilisie- 
L ausreichende Hydrophille des ''-^f;^^^"^^^ werden. Dies 

rung kann deshalb durch eine vorangahende ^''^'^^^'^Tl^ZdZhm Verbindungen. die reaWive 
ertolgt durch U.set.ng J^J^ ^^^^^ Charakter der 

rolidon. die eine erhohte '^^'''f^'^'^^Z^^^T pX^r" erh^ch beschleunigt werden. Im 
werden. was gleichzeitig oder nacheinander erfolgen kann. 

4. Stabilisierung der Schicht immobilisierunq verbliebenen Epoxidgruppen mit 

Dieser Schritt beinhaltet die Reakt.on von nach der ''""^"'^J'^^y ; AminosSure. Die Slabili- 
einer amino- und/oder c-boxylgruppenhaltigenj^e^m^^^^^^^^ 

sierung kann - in AbhSngigkeit von der J^* -J^^^^^ oder zur AnpLung der Materialei- 
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"Polyether- (GR 92 P 3135 E) sind: 



CH,-CH-R^-CH-CH,-0-R^-0-CH„-CH-R^-CH-CH^ 
\2/ I 2 2 I \ / 2 

0 0 0 0 

I I 

z z 



Dabei gilt folgendes: 
Z = 



CH„=C-CO-0-R^-NH-CO-, CH^=C-CO-, 
R^ R* 



0 
II 



^^-CH=CH-CO- Oder 



N-R-'-CO- 



II 
0 



wobei 

= -{CHzU: mil m = t bis 10. 
R* = HoderCHa; 
« R' = (CH2)„-, mit 0 = 0 bis 18, 
-CH2-0-R5-0-CH2-. 
wobei 
R* = -(CH2)p-. 





— £(CH2)q-0}^{CH2)q- , —fCHj-CH-Oa^Hj-CH 

CH3 CH 



-(CH2)q-p)-(CH2)q^-Ar-0-E(CH2:q-03^(CH2)^ 

-CH2-CH-f0-CH2-CH^-Ar-0-^H-CH2-05^H-CH2 
CH3 CH3 CH3 CH3 

mit 

p = 2 bis 20, q = 2 bis 4. r = 1 bis 50, 
s = 0 bis 50. t = 0 bis 25. 
Ar = 
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CH, 




Oder 




2'3 



■CH3 CH3 

Si-CCH,),-! 

I 



CH, 
U 5 



„it u = 0 bis 150, Oder die entsprechende Qruppierung aus 
ixycyclohexancarboxylat. d.h. der Verb.ndung: 



3,4-Epoxycyclohexylmethyl-3 




_C-0-CH„- 

8 




.(CH.-CH=CH-CH.V . -P^- . -R^-O-CO-R^-CO-O-R^- oder 



I 



I 



I 

CH, 

U -5 



wobei 

1 bis 50, u = Obis 150. 
dieselbe Bedeutung hat wie . 
auBer 




und 




und 

folgendes bedeutet: 
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-(CHj),-. -(CH2)q_i-0-E(CH2)q.0}^(CH2)q.^- , 

■-(CH2)q.i-B)-(CH2)q^-Ar-0-i(CH2)^-0}^(CH2)q.i-, 

mit 

q = 2 bis 4, s = 0 bis 50, t = 0 bis 25. 
V = 0 bis 20. und 

Ar die vorstehend angegebene Bedeutung hat. 
Die Erfindung bietet folgende Vortelle: 

- Es wird die Immobillsierung aller biochemischen Substanzen, die an der Peripherie uber realctive NH-, 
0H-. SH-oder COOH-Gruppen verfugen, ermoglicht. 

- Die die immobilisierten biochemischen Substanzen aufweisenden Schichten konnen auch trocken und 
unter nlcht-sterilen Bedingungen ohne Schadigung dieser Substanzen aufbewahrt werden. 

- Die Immobilisierung der biochemischen Substanzen erfolgt unter sehr milden Bedingungen in waSri- 
ger Losung und in Abwesenheit niedermolekularer reaktiver Komponenten; dadurch werden Verluste. 
beispielsweise durch Enzymdenaturierung, vermieden. 

- FUr die Immobilisierung einer groBen Zahl verschiedenartiger biochemischer Substanzen und fUr 
verschiedene Sensortypen dient eine relativ kleine Zahl groetechnisch herstellbarer und damit 
kostengunstig zugSnglicher Polymermateriaiien hoher chemischer und thermischer Stabilitat. 

- Die Herstellung und Vemetzung scwie gegebenenfalts Strukturierung der Schichten kann nach der 
Planartechnik, d.h. technisch einfach. reproduzierbar und kostengUnstig sowie in die Sensorfertigung 
integrierbar durchgefOhrt werden. 

- Die Immobilisierung der biochemischen Substanzen kann - je nach Bedarf und Einsatzzweck - 
unabhangig von der Schichtherstellung erfolgen. gegebenenfalls auch erst beim Anwender. kurz vor 
dem Einsatz. 

- Durch die chemische Verankerung der biochemischen Substanzen in der Polymermatrix werden 
Desorptions-, Migrations- und Extraktionsverluste vermieden. 

- Durch die Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen den peripheren NH-, 0H-. SH- und COOH- 
Gruppen der biochemischen Substanzen und dem sehr weichen und flexiblen umhullenden Polymer- 
material wird den zum Teil sehr empfindlichen Substanzen, beispielsweise Enzyme, eine hohe 
Funktions- und LangzeitstabilitSt verliehen. 

- Durch die Moglichkeit der Herstellung sehr dunner Schichten (« 1 am) konnen sehr kurze 
Sensoransprechzeiten realisiert werden. 

- Die Minlaturisierung und Integration der Erkennungssysteme in mikroelektronische Schaltungen, 
beispielsweise zur Herstellung von ISFEPs und ENFEPs, ist problemlos. 

- Die selektiven Erkennungssysteme sind grundsStzlich fOr aite Sensor-Meflanordnungen geeignet. 
Anhand von Ausfuhrungsbeispielen soli die Erfindung noch naher eriautert werden. 

Beispiel 1 



Herstellung von Polyether/Enzym-Schichten 

100 Masseteile eines epoxyfunktionellen Polyethers der Struktur 



CH, 
I -5 



CH2=C-C0-0-(CH2)2-NH.C=0 



0 

CH-CH2-0-(CH2)2- 
CH2-CH.CH24p-(CH2)^iy^-C^^ 
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Oberflache eines Sensors ""'^.f^IS- L Schleuderzeit betrSgt ca. tO s. uv-Beslrahlung 

Bestrahlungsdauer: 4,6 s. Zur Ennernu a Hydroph.lie der Sf'^^^ ,^ oabei hat 

beseitigtv»erden.ZumAbscWuBwerciena ^vu«„ identisch vorbehar.- 

dslten Schichten auf Siliciumwafern be. 30 
Enzymaktivitatbei25'C. 



25 



30 



Beispiel 2 



Uber mehrere Wochen h.nweg gemessen is.en 



Tabelle 1 



35 



40 



Enzym 



Glucoseoxidase aus Aspergillus 
niger, lyophil. 240 U/mg 
Katalase aus Rinderleber. 
Suspension 65 000 U/mg 
Urease aus Schwertbohnen. 

lyophil. 100 U/mg 
Alkoholdehydrogenase aus Hete. 

ivophsl. 400 U/mg 
L-Asparaginase.50%igeLosung 

in Glycerin 80 U/mg Losung 




350 U/cm^ 
0,7 U/cm^ 
2,0 U/cm^ 
0,6 U/cm2 



Siehe: B. Steiimacn, 271 

Siehe. B. bteumaui. gg 
ntrinj-rr**-^^-^'^^ Darmstadt 1988. Serten 



so 



55 



in \jiy w"'" ^ _. 

Parallel dazu vvurde ''^^J 'VSi S'C bestimmt. Dabei ergibt Z^S^Mseo^'^^^ 
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Beispiei 3 

Beurteilung der FunktionsstabilitSt von Biosensoren mil Immobtlislerten Enzymen nach der Erflndung 

Nach dem im Belsplel 1 beschriebenen Verfahren werden Polyether/Enzym-Schichten auf Sensor- 
MeBanordnungen hergestellt und deren Funktion und Funktionsstabilitat durch Messung des entstehenden 
Sensorslgnals verfolgt. Tabelle 2 enthalt die beurteilten Enzyme sowie die fQr die Beurteilung gewahlte 
MeBanordnung und die Funlctionsdauer. 



Tabelle 2 



Enzym 


Sensor-Mefianordnung 


Funktionsdauer 


Giucoseoxidase (GOD) 
GOD + Katalase(l:1) 
Urease 

L-Asparaginase 


Sauerstoffsensor nach EP-OS 0 470 473 
Sauerstoffsensor nach EP-OS 0 470 473 
NHi+-sensitive Glaselektrode (Fa. Tecan AG) 
NH4+-sensitive Glaseleirtrode (Fa. Tecan AG) 


> 8 Wochen 

> 8 Wochen 

> 8 Wochen 

> 8 Wochen 



PatentansprUche 

1. Biosensor mit einenn selelrtiven Erkennungssystem aus einem Polymer und einer biochemischen 
Substanz, insbesondere ein Enzym, gekennzeichnet durch ein in folgender Weise erzeugtes Erken- 
nungssystem: 

- ein olefinisch ungesSttigter. epoxyfunktioneller Polyether wird in Form einer Schicht auf ein 
TrMgermaterial aufgebracht, 

- der Polyether wird durch energiereiche Strahlung zu einer weitmaschigen epoxyfunktionellen 
Polymermatrix vernetzt, 

- die Schicht wird mit einer waBrigen Losung der biochemischen Substanz behandelt. wobei die 
biochemische Substanz durch Reaktion mit Epoxidgruppen in der Polymermatrix immobilisiert 
wird, 

- die Schicht wird durch Reaktion von nicht umgesetzten Epoxidgruppen mit einer amino- und/oder 
carboxylgruppenhaltigen Verbindung stabilisiert. 

2. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da6 die Schicht strukluriert ist. 

a Biosensor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der vemetzte Polyether hydroohi- 
tiertist. 



4. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi der Polyether folgende 
Struktur besitzt: 



CH^-CH-R^-CH-CH^-G-R^-O-CHo-CH-R^-CH-CH 

^l' i. ' ' i. V 

i i 

wobei folgendes gilt: 
Z = 
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2 ^4 «• 



0 

a 




-CH=CH^CO- Oder 



0 



wobei 

R3 = -(CH2)m-. mit m = 1 bis 10, 
jg R4 s H Oder CH3; 

Ri = .(CH2)o-. nrtit 0 = Obis 18, 
-CH2-0-Ft5-OCH2-, 
wobei 

R5 = -(CH2)p-. 

20 



25 



30 



35 





-CH- 
I 

CH3 CH3 



P = 
s = 
Ar 



.,CH,),-fO-(CH,),Jr^-«X-^(CHj),-'%-(^"2>,-' 
'tH, CH, CH, CH, 



mit ^. 
2 bis 20. q = 2 bis 4, r = 1 bis 50, 
0 bis 50. t = 0 bis 25. 





Oder 
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■(CH2)3- 



CH, 

Si— 0- 
I 

CH, 



I 3 



Si-(CH2)3-, 



U \ 



mit u - 0 bis 150, Oder die entsprechende Gruppierung aus 3.4-Epoxycyclohexylmethyl- 
3',4'-epoxycyclohexancarboxylat; 
R2 = -(CH2-CH = CH-CH2)„- . -RS- , -R^-O-CO-R'-CO-O-RS- Oder 



n = 
R6 



CH^ 

•SI 0 

I 



I 



-(CH2)3- 



wobei 

1 bis 50. u = 0 bis 150, 
dieselbe Bedeutung hat wie R^. 
aufier 



und 





und 

folgendes bedeutet: 



-(CH2)^-. -CCH2)q.i-0-f(CH2)q-0i^(CH2)q_;^- , 
-<CH2)q.i-E0-(CH2)q^-Ar-0-f(CH2)q-0}p(CH2)q.;L-, 



r 



mit 

2 bis 4. s = 0 bis 50, t = 0 bis 25. 
0 bis 20, und 

die vorstehend angegebene Bedeutung liat. 



11 



^1 



